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ECL 研究 多应用 广的 ECL 发光物质。将联吡啶钌包埋于二氧化硅纳米颗粒
的内部能够使其发光免受外界环境的影响，且增加了光稳定性和增强了发光信
号，同时，由于表面的二氧化硅层容易修饰一些官能团，如氨基、巯基、羰基等，
扩大了联吡啶钌 ECL 在生物分析领域的应用。本论文工作将酶交联于 RuDS 的
表面，以酶交联的 RuDS 纳米颗粒修饰电极做工作电极，通过酶催化反应生成的
氧化还原物质 NADH 对联吡啶钌 ECL 的增强作用，进行酶催化反应底物分子的
定量测定。实现高度专一性的酶促反应与高灵敏性的 ECL 测定的结合。 
本论文共三章，研究内容主要包括： 
第一章，文献综述，主要介绍了 ECL 基本原理、联吡啶钌的固相 ECL、纳
米修饰电极在 ECL 研究的应用以及酶的固定化方法。 
第二章，将乙醇脱氢酶交联到联吡啶钌掺杂的二氧化硅纳米颗粒(RuDS)的 
表面，组装了基于 ECL 的新型的乙醇生物传感器。实现了 RuDS 纳米颗粒的 ECL
与酶催化反应的结合，并利用其检测乙醇。实验中考察了体系的 pH、循环伏安
的扫描速率、生物大分子壳聚糖的浓度对生物传感器的影响。在 佳的实验条件
下，该 ECL 传感器表现出较高的检测灵敏度(5.0×10-8 M)、宽的线性范围 
(10-7~10-2 M) 和好的稳定性。 
第三章，通过将葡萄糖脱氢酶交联到联吡啶钌掺杂的二氧化硅纳米颗粒
(RuDS)的表面来组装基于 ECL 的葡萄糖生物传感器。使用壳聚糖固定
GDH-RuDS 于电极表面，以 GDH-RuDS 修饰电极为工作电极，葡萄糖和 NAD+
为电解液测定 ECL 强度。实验中考察了体系的 pH、循环伏安扫描速率、壳聚糖
与 GDH-RuDS 的体积比对 ECL 传感器响应的影响。在优化的实验条件下，ECL
强度与葡萄糖浓度在 2.5 mM-20 mM 范围内成良好的线性关系。另外，研究工作
还考察了 ECL 传感器的稳定性。 
 
















Electrochemiluminescence (ECL) has been widely applied in biological, pharmic, 
chemical and environmental analysis due to its continuance, sensitivity, 
reproducibility and relative easiness to be automatically controlled. Ru(bpy)32+ has 
became the most widely used luminescent reagent because of its good water solubility, 
chemical stability, reversible redox, high efficiency and long excited state lifetime. 
Incorporation of Ru(bpy)32+ molecules inside the silica matrix protects them from the 
surrounding environment, increases photostability, and provides signal enhancement 
due to an increase in the number of dye molecules doped per nanoparticle. 
Furthermore, the ease of introducing functional groups such as amines, thiols, and 
carboxyls on the surface of Ru(bpy)32+-doped silica nanoparticles (RuDS) makes them 
ideal for bioanalysis applications. In this study, biosensors were fabricated by 
crosslinking enzymes to the RuDS. Substrate in the enzymatic reaction was 
determined because NADH produced in the reaction could enhance ECL intensity of 
Ru(bpy)32+. This study realizes the combination between ECL with high sensitivity 
and enzymatic reaction with high specificity. 
This thesis includes three chapters, which are summarized as follows:  
In chapter I, the development, mechanisms of ECL, solid-phase ECL of 
Ru(bpy)32+, the applications of nanoparticles modified electrode in ECL and 
immobilization methods of enzymes have been introduced. 
In chapter II, an ethanol biosensor, based on the ECL of RuDS, was investigated 
in this study. The biosensor was a modified glassy carbon electrode, where alcohol 
dehydrogenase was crosslinked to RuDS, and then immobilized on the electrode 
surface using chitosan. The effects of medium pH, scan rate and CHIT concentration 
on the biosensor was determined. Under the optimal conditions, the biosensor 
exhibited excellent performance during ethanol determination with a wide linear 















In chapter III, an glucose biosensor based on the ECL of RuDS was fabricated by 
crosslinking glucose dehydrogenase to RuDS (GDH-RuDS). ECL intensity was 
determined with GDH-RuDS/CHIT composite film as the working electrode and 
glucose and NAD+ as the electrolyte. The effects of medium pH, scan rate and volume 
ratio of CHIT and GDH-RuDS on the biosensor was determined. Under the optimal 
conditions, the linear response of ECL-emission versus glucose concentration was 
valid in the range 2.5 to 20 mM. The ECL response remained nearly constant under 
continuously cyclic potential scanning for 20 cycles suggesting its excellent stability. 
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了对 TPA 的灵敏测定。X.R. Yang 研究小组[20]进一步发展了钌硅球的应用，他们
利用 Stöber 法合成钌硅球后，再通过 γ-氨丙基三乙氧基硅烷进行表面氨基化，
以将金纳米颗粒修饰在钌硅球上，得到金纳米包覆的钌硅球，然后，他们在 ITO
电极表面修饰 3-巯丙基-3-甲氧基硅烷，利用 Au-S 键将金纳米修饰的钌硅球固定
在电极上。通过与 Nafion，Nafion-silica，Nafion-TiO2 或溶胶凝胶法包埋联吡啶




ECL 传感器。将量子点和蛋白质组装在电极表面，首次构建了量子点 ECL 生物
传感器。发展了谷胱甘肽、NADH、海洛因和多巴胺等 ECL 检测新方法，并通
过酶循环的放大，将 ECL 检测方法的灵敏度推进到亚 pM 水平。 
利用 ECL 法检测一些生物活性物质仍旧是目前研究的一个热点[28-39]。P.G. He
等人[30]发现，如果以 RuDS 纳米颗粒作为 DNA 标记物，通过目标蛋白的自组装
作用，可以灵敏地测定凝血酶，从而能够构建一种新型的 DNA 传感器。该研究
首先利用 Au-S 键将 SH-aptamer 修饰在金电极上，然后将钌硅球标记的单链 DNA
引入，与 aptamer 通过 DNA 杂化作用相结合，再测定其 ECL 强度，确定 aptamer
的含量，接着将凝血酶引入，凝血酶将取代钌硅球的标记，通过测定此时的 ECL
强度，与原先 ECL 强度求差值，即可反映出凝血酶的含量，利用该法测定的凝







































图 1.1 静态电解池结构图                图 1.2 流动电解池结构图 






























图 1.3 联吡啶钌的结构式 
























Ru(bpy)32+ - e- → Ru(bpy)33+      氧化 
Ru(bpy)32+ + e- → Ru(bpy)3+     还原 
电极反应生成的 Ru(bpy)33+与Ru(bpy)3+反应生成激发态的Ru(bpy)32+*，其返回基
态时产生发光。 
Ru(bpy)33+ + Ru(bpy)3+ → Ru(bpy)32+*+ Ru(bpy)32+      电子转移 






Ru(bpy)32+ → Ru(bpy)33+ + e- 
Ru(bpy)33+ + Reductant → Ru(bpy)3+ 
Ru(bpy)33+ + Ru(bpy)3+ → Ru(bpy)32+*+ Ru(bpy)32+ 




Ru(bpy)32+ + e- → Ru(bpy)3+ 
Ru(bpy)3+ + Oxidant → Ru(bpy)33+ 
Ru(bpy)33+ + Ru(bpy)3+ → Ru(bpy)32+*+ Ru(bpy)32+ 
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